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論文内容要旨
序論
 ポリイソプレノイドァルコールは直鎖状のイソプレノイドで,細菌,酵母,植物,動物細胞など自然界
 に広く分布している。この化合物は,構造上の違いによりポリプレノール(デヒドロドリコール)とその
 α一イソプレンニ重結合が還元されたドリコールの二種類に大別される。ポリプレノールは,多くの植物
 の葉や幹にかなり大量(0.01～2%)に存在し,その炭素鎖長はおよそC5rC2。。・に至るまで様々である
 ことが知られている。また,これらのポリプレノールの量は季節や葉齢により変化する。一方,ドリコー
 ルは,特に動物において様々な組織に存在し(0.01%),その炭素鎖長はC8。一Cl。,の範囲内であることが
 知られている。
 ポリプレノールの機能にっいては未知であるが,ドリコールにっいてはN一結合型糖タンパク質やGPI
 アンカー型タンパク質生合成において糖担体脂質として機能していることが明らかになっている。
 ポリイソプレノイドアルコールの生合成の酵素レベルでの研究は,ドリコール生合成を中心に動物細胞
 において行われている。しかし,この生合成でファルネシルニリン酸生合成以降のステップは膜結合性酵
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 素系であり,まだ具体的に解明されてきていない。最近,糖タンパク質やその前駆体であるリピド中間体
 の生合成についての研究から,ドリコールの炭素骨格を形成するポリプレニルニリン酸(デヒドロドリキ
 ルニリン酸)合成酵素がこれらの生合成の制御酵素である可能性が指摘されている。また,顕著な精神運
 動発達遅滞をきたす先天性N一結合型糖鎖転移不全症候群1型(Carbohydrate-deficientGlycoprotein
 Syndrome)の研究では,ドリコールの生合成に原因があるのではないかと考えられてきている。
 そこで本研究では,ドリコール生合成経路において未解明なデヒドロドリキルニリン酸からドリコール
 に至るステップの解明を目的として研究を開始した。そのためにまず方法論に着目し,構造的に非常に類
 似したデヒドロドリキル化合物とドリキル化合物を容易に分析できる,順相シリカゲルTLCと逆相シリ
 カゲルTLCを組み合わせた2次元展開法を開発した(第一章)。この方法を用いて,ドリコール生合成
 におけるα一イソプレン二重結合還元反応について,その基質と反応生成物を調べ,ドリコール生合成経
 路の詳細を明らかにすることができた(第二章第二節)。また,2次元展開法を,先天性N一結合型糖鎖転
 移不全症候群1型のドリコール生合成中間体の分析に応用し,この疾患の原因をつきとめることができた
 (第二章第三節)。さらに2次元展開法を植物のポリプレノールとドリコールの分析に適用.し,多様なポリ
 イソプレノイド化合物の分析に応用できることを示した(第二章第一節)。最後に,デヒドロドリキルニ
 リン酸合成酵素に焦点を当て,その酵素的可溶化と諸性質を調べた(第三章)。
言
 第一章ポリイソプレノイドアルコールを容易に分析するための,簡便な2次元TLC展開法の開発
 ドリコールやデヒドロドリコール(ポリプレノール)のような構造的に非常に良く似た化合物を分析す
 る簡便な分析法として,新規な2次元TLC展開法を開発した。この方法では,2種類のTLCプレート
 を使用する。1次元目は,順相シリカゲルTLCプレート,2次元目には濃縮ゾーン付きの逆相C18シリ
 カゲルTLCプレートである。この方法の特徴は,1次元目で分離したサンプルを2次元目の濃縮ゾーン
 に転移させることにより,通常の2次元TLCプレートでは得られない,高解像度を実現したことである。
 この方法により,ドリコールファミリーとデヒドロドリコールファミリーは互いに分離し,また,同時に
 それぞれの鎖長に関してもよく分離することができた。
 第二章2次元丁LC展開法を用いたポリイソプレノイドアルコール生合成の解析
 第一節植物のポリイソプレノイドアルコールの局在部位の解析
 2次元展開法を応用して,ダイズのポリイソプレノイドアルコールを分析した結果,これらの分布は組
 織によって明らかに異なっていることが判明した。フィカプレノール(C5・,55,6・)及びグリシノプレノー
 ル(C45,5。,55)は葉に局在しており,一方,ドリコール(C8。,85)は,葉,茎,根及び種の全ての組織にお
 いてほぼ同濃度で存在していた。次にフィカプレノールやグリシノプレノールの葉における細胞内局在性
 を調べてみたところ,これらの化合物はほとんど葉緑体画分(6,500xg沈殿画分)に局在していた。ま
 た,フィカプレノールは,双子葉植物であるホウレンソウ,シソ,パセリ及びタイザンボクにおいても,
 葉に局在していた。
 第二節動物におけるドリコールの生合成経路の解明
 ドリコール生合成の最終段階(デヒドロドリキルニリン酸→ドリコール)を解明するため,このステッ
 プの鍵となるα一イソプレン部の還元酵素反応について,その基質と反応生成物を詳細に解析した。ラッ
 ト肝臓10,000xg上清画分を酵素として用い,イソペンテニルニリン酸とZ,瓦E一ゲラニルゲラニルニ
 リン酸を前駆体として,NADPHの存在下pH8,0でインキュベートしたところ,反応生成物としてドリ
 キルーリン酸やドリキルニリン酸の生成は検出されず,ドリコールの生成のみが確認された。また,ドリ
 コールの炭素鎖長はデヒドロドリキル化合物の炭素鎖長と同じであった。次に,基質として['℃]デヒド
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 「.
 ロドリキル化合物を用いたアッセイを行ったところ,デヒドロドリコール,デヒドロドリキルーリン酸及
 びデヒドロドリキルニリン酸の3種類の中で,デヒドロドリコールが最も高い反応性を示した。この還元
 酵素はミクロソームに局在していた。また,100,000xg上清画分をミクロソーム画分に添加することに
 よって,還元酵素活性は9倍に上昇した。以上の結果から,ドリコールは,デヒドロドリコールを直前の
 基質としてミクロソームで合成されることが示された。従って,ドリコールの生合成経路は,E,E一ファ
 ルネシルニリン酸→デヒドロドリキルニリン酸ゆデヒドロドリキルーリン酸→デヒドロドリコール→ドリ
 コールであると結論した。
 第三節先天性N一結合型糖鎖転移不全症候群1型におけるドリコール生合成の解析
 先天性N一結合型糖鎖転移不全症候群1型のドリコール生合成を解析した。患者及び正常繊維芽細胞を
 同調培養し,[3H]メバロン酸で標識しドリコールヘの取り込みを比較したところ,患者細胞においてS期
 特異的に[3H]デヒドロドリコールが蓄積し,[3H]ドリコール及び[3H]リピド中間体が減少した。一
 方,ファルネシルニリン酸合成酵素とデヒドロドリキルニリン酸合成酵素の活性については患者細胞と正
 常細胞で差はなく,また,ドリコールとデヒドロドリコールの炭素鎖長についても違いは見られなかった。
 これらの結果から,本症候群はドリコール生合成経路の鎖長延長酵素系に関しての異常ではなく,デヒド
 ロドリコールを還元しドリコールを生成するステップの異常によるものであることが示唆された。すなわ
 ち,デヒドロドリコールからドリコールヘの還元反応を触媒する,デヒドロドリコール還元酵素の活性の
 低下が,この疾患の原因であると考えられる。
 第三章動物のデヒドロドリキルニリン酸合成酵素の酵素的可溶化
 デヒドロドリキルニリン酸合成酵素はミクロソーム等に存在する膜酵素で,これまでに界面活性剤を用
 いて可溶化,部分精製が試みられているが,その不安定性のために,詳細な研究はされていない。本研究
 では,「この酵素の反応触媒に関わる活性ドメインは膜から細胞質側に突き出した部分に存在するのでは
 ないか」と考いう考えに基づいて,プロテアーゼを用いた部分的酵素消化による本酵素の可溶化を試みた。
 ブタ精巣ミクロソームをトリプシンで4℃で1時間処理することにより,およそ25%のデヒドロドリキ
 ルニリン酸合成酵素が可溶性画分に回収された。同様の結果がパパインによる処理でも得られた。トリプ
 シンで可溶化された酵素は,至適pH,κrn値,Mg2+濃度依存性及びイオン強度による酵素活性の阻害
 について,ミクロソームの酵素とほぼ同じ性質を示した。一方,可溶化された酵素は,その酵素反応に界
 面活性剤またはアソレクチンの添加を必要とする点でミクロソームの酵素と異なっていた。以上の結果か
 ら,デヒドロドリキルニリン酸合成酵素の活性部位を含むドメインは,ミクロソーム脂質二重層の細胞質
 側の面に突き出した構造で存在するというモデルが示唆される。
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 論文審査の結果の要旨
 ドリコールはN一結合型糖タンパク質やGPIアンカー型タンパク質生合成において糖担体脂質として
 機能する重要なポリイソプレノイド化合物である。ポリイソプレノイドアルコールの生合成の研究は,細
 菌については詳しく行われているが,動物のドリコール生合成については,膜結合性酵素系であるため,
 研究が困難であり,不明の点が多い。
 本研究は,ドリコール生合成経路において未解明なデヒドロドリキルニリン酸からドリコールに至るス
 テップの解明を目的として行われたものである。著者はまず,デヒドロドリキル化合物とドリキル化合物
 を容易に分析できる,順相シリカゲルTLCと逆相シリカゲルTLCを組み合わせた2次元展開法を開発
 し,これを応用して,種々の植物組織のポリイソプレノイドアルコールを分析して,デヒドロドリコール
 とドリコールの分布について新知見を得た。次に,動物におけるドリコール生合成の最終段階を解明する
 ため,ラット肝臓を用いて,このステップの鍵となるα～イソプレン部の還元酵素反応について詳細に研
 究した。その結果,デヒドロドリコールをドリコールに還元するNADPH依存型の還元酵素がミクロソー
 ムに局在することを見いだした。従って,ドリコールの最終ステップはデヒドロドリコールからドリコー
 ルヘの還元反応であると結論した。さらに,著者は先天性N一結合型糖鎖転移不全症候群1型のドリコール
 生合成を解析し,本症候群はデヒドロドリコールを還元しドリコールを生成するステップでの異常による
 ものであることを示した。これは医学に貢献する貴重な成果として注目される。
 デヒドロドリキルニリン酸合成酵素はドリコール生合成の鍵酵素の一つであるが,ミクロソームに存在
 する膜酵素であり,その不安定性のために,詳細な研究はなされていない。著者は,プロテアーゼを用い
 た部分的酵素消化による本酵素の可溶化を試みた。その結果,ブタ精巣ミク・ソームをトリプシンで処理
 することにより,約25%のデヒドロドリキルニリン酸合成酵素が可溶性画分に回収することに成功した。
 これにより,今後本酵素の詳細な研究を可能にする糸口が開かれた。
 これは著者が高度の研究能力と学識を有し,自立して研究活動を行うことができることを示すものであ
 る。よって栗崎晃提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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